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論　文　内　容　要　旨
〔目　的〕
インスリン依存型糖尿病患者や実験糖尿病ラットにおいて、病初期に認められる糸球体濾過値
の増加は、糖尿病性腎症の進展に重要な一因子と考えられている。
腎糸球体メサンギウム細胞は、血管作動性ホルモンに反応して収縮・弛緩することにより糸球体
濾過値を調節している。
したがって、メサンギウム細胞の収縮機能障害が、糖尿病における糸球体濾過値の増加に関与
している可能性が考えられる。そこで本研究では、糖尿病状態における糸球体メサンギウム細胞
の機能異常を明らかにする目的で、高糖度条件下で培養したラット糸球体メサンギウム細胞に対
する心房性ナトリウム利尿ペプチド（ANP）およびアンジオテンシンII（ANGII）の作用を、
ANPの細胞内cGMP蓄積と膜結合型グアユル酸シクラーゼ（particulateguanylatecyclase；
PGC）活性化作用、およびANGIIの抗ANP作用を指模とし検討した。
〔方　法〕
Confluentに達したメサンギウム細胞を、5．6mMglucose（control；C群）、27．8mMglucose
（highglucose；H群）、5．6mMglucose＋22．2mMmannitol（mannitol；M群）あるいは5．6
mMglucose＋22．2mMraffirlOSe（raffinose；R群）を含むRPMI1640（牛胎児血清0．4％）
培地にて1、3および5日間培養後、実験に供した。
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1．細胞内cGMP量の測定
細胞を3－isobutyl－1－methylxanthine（IBMX）を含む脾置液にて前酵置後、ANPを添加し10
分で反応を停止した。ANGIIは、ANP添加15分前に加えた。その後、細胞内cGMPをRIA
にて測定した。
2．膜結合型グアニル酸シクラーゼ（PGC）活性の測定
Confluentに達した細胞を前述の方法で5日間培養後、脾置液にて前郷置し、ANGIIあるい
はvehicleを加えさらに15分贈置した。その後、膜分画を単離し、PGC活性を測定した。
3．125I－ANGIlおよび1251－ANP結合の測定
Confluentに達した細胞を前述の方法で5日間培養後、Foidartらの方法により125I－ANGII
結合を、Ballermannらの方法により125I－ANP結合を、それぞれ測定した。
〔結　果〕
1．細胞内cGMP量の測定
培養メサンギウム細胞におけるANPlOOnM刺激時の細胞内cGMP蓄積量は、3および5
日間培養後、H群でC群に比し有意に増加していた（p＜0．01）。H群に浸透圧を合わせたM
およびR群で同様の検討を行ったところ細胞内cGMP蓄積量は、H群（1378．9±82．4pmol
／mgprot）と同等にM（1483．4±56．3）およびR群（1371．4±63）でもC群（983．7±88．9）
に比し有意に増加していた（P＜0．01）。
CおよびM群では、ANGIIlOOnMによりANP刺激時の細胞内cGMP蓄積量は有意に抑制
されたが（p＜0．01）、H群では有意の抑制は認められなかった（608．7±17．8vs576．6±19．5
pmol／mgprot、uS）。
2．PGC活性
ANP非刺激および100nM刺激時のPGC活性は、C群に比し、H、MおよびR群で有意に
増加していた（P＜0．01）。
ANP非刺激および100nM刺激時とも、ANGIIlOOnMによるPGC活性の抑制率は、C、
MおよびR群に比し、H群で有意に低下していた（P＜0．01）。
3．125I－ANPおよび125I－ANGIIの特異的結合
C、HおよびM群の各条件下で、5日間培養後のメサンギウム細胞への1251－ANP特異的結
合は、tOtalbindingで各々34．9±1．0、27．5±0．6および24．8±1．1％／100〟gPrOtと、
C群に比し他の2群で有意に低下していた（p＜0．01）。
C、HおよびM群の各条件下で、5日間培養後のメサンギウム細胞への1251－ANGIl特異的結
合は、tOtalbindingで各々1A±0．1、1．5±0．2および1．2±0．1％／100〃gprOtであり、3
群間に有意差を認めなかった。
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〔考　察〕
H群で認められたANP作用の増強は、H群に浸透圧を合わせたMおよびR群でも認められた
ことより、glucoseの浸透圧効果を介したPGC活性化の増強が関与しているものと思われた。
この高浸透圧状態におけるPGC活性元進の機構は不明であるが、Skoreckiらは同様の現象を腎
上皮細胞のadenylatecyclaseにおいて観察し、その機構として、高浸透圧状態による細胞の縮
小（shrinkage）が、細胞骨格や細胞膜の変化を生じ、adenylatecyclaseを活性化したのではな
いかと述べている。
一方、ANGIIの作用減弱はH群においてのみ認められた。125I－ANGII結合は各群間で差を認
めなかったことより、glucoseの細胞内代謝を介したANGIIの細胞内情報伝達系の障害機序が示
唆された。
〔結　論〕
高糖濃度条件下で培養したメサンギウム細胞において、同細胞を弛緩させるANPの作用は増
強し、一方、同細胞を収縮されるANGIIの作用は減弱していた。この高糖濃度条件下における
メサンギウム細胞の収縮機能障害が、実験糖尿病ラットやインスリン依存型患者に認められる糸
球体濾過値の増加に関与している可能性が示唆された。
学位論文審査の結果の要旨
軒、
本研究は、糖尿病状態における糸球体メサンギウム細胞の収縮機能異常を明らかにする目的で、
高糖濃度条件下で培養したラット糸球体メサンギウム細胞に対する心房性ナトリウム利尿ペプチ
ド（ANP）およびアンジオテンシンII（ANGII）の作用を、ANPの細胞内サイクリックGMP
（cGMP）蓄積効果と膜結合型グアこル酸シクラーゼ活性化作用およびANGIIの抗ANP作用を
指標として検討したものである。
得られた結果は次の通りである。1）高糖濃度条件下で培養したメサンギウム細胞において、
ANPによる膜結合型グアニル酸シクラーゼの活性化と細胞内cGMP蓄積作用は増強された。こ
の増強は浸透圧上昇に伴うものであった。2）高糖濃度条件下で培養したメサンギウム細胞にお
いて、ANGIIによるANPの細胞内cGMP蓄積増加および膜結合型グアニル酸シクラーゼ活性
化作用に対する抑制効果は減弱した。3）125I－ANPの高糖濃度条件下で培養したメサンギウム細
胞への結合能は、正常糖濃度条件下で培養したメサンギウム細胞へのそれに比し低下傾向を示し
た。4）125I－ANGIIの高糖濃度条件下で培養したメサンギウム細胞への結合能は、正常糖濃度条
件下で培養したメサンギウム細胞へのそれに比し差を認めなかった。
以上の研究結果より、高糖濃度条件下で培養したメサンギウム細胞において、同細胞を弛緩さ
せるANP作用は増強され、一方、同細胞を収縮させるANGII作用は減弱されることが明らか
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にされた。本研究は、高血糖下のメサンギウム細胞が収縮機能障害を呈している可能性を示唆し
ており、糖尿病性腎症の発症の解明に手がかりを与えるものである。
以上より、本研究は、博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。
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